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摘要 : 【目的 ] 检测 乳酸 菌 对 果 蝇 发 育 历 期 的 影响 ,进一步 探讨 其 对 果 蝇 促 生 长 的 分 子 机 制 。 
【方法 ] 利 用 选择 性 培养 基 MRS 从 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 体内 分 离 乳酸 菌 ,利用 革 兰 氏 染 
色 、 生 化 方法 及 16S rRNA 基因 进行 鉴定 ;通过 体内 定植 和 世代 传递 实验 验证 该 菌 是 黑 腹 果 晶 的 共 
生 菌 ;采用 悉 生 模型 检测 乳酸 菌 对 黑 腹 果 晶 发 育 的 促 生长 作用 ;利用 实时 定量 PCR. 技术 检测 黑 腹 
果 蝇 体内 促 前 胸腺 激素 基因 PTTH 和 胰岛 素 通路 相关 基因 MR 的 表达 水 平 ;利用 葡萄 糖 试 剂 盒 检 
测 血 淋 巴 液 葡萄 糖 浓度 。【 结 果 】 从 黑 腹 果 晶 中 分 离 到 的 菌株 监 定 为 植物 乳 杆 菌 Lactobacillus 
plantarum FY1 菌株 (GenBank 登录 号 : KY038178) ,可 在 黑 腹 果 晶 肠 道内 定植 ,每 个 肠 道 定植 量 约 
为 10”CFU ,并 能 在 世代 间 稳 定 传递 。FY1 菌株 体外 发 酵 可 降低 pH 值 至 5.2, 可 诱导 无 菌 果 晶 卵 至 
肾 发 育 时 间 由 20.0 d 缩短 至 6.9 d, 5p ZR RAA np 8 3 30.0 d 缩短 至 10.7 d, 其 生长 速率 是 无 菌 
果 蝎 的 约 2 倍 。 实 时 定量 PCR 结果 表明 ,FY1 菌株 显著 地 提前 了 PIT7 万 表达 高 峰 期 ,同时 降低 果 晶 
中 InR 表达 水 平 , 血 淋巴 液 葡萄 糖 浓 度 从 5.1 mg/mL 降低 至 2.7 mg/mL, 【结论 ] 植物 乳 杆菌 是 黑 
腹 果 晶 的 一 种 益生 菌 ,推测 能 通过 胰岛 素 信号 通路 促进 宿主 黑 腹 果 晶 的 生长 和 发 育 。 
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Abstract: [ Aim] This study aims to assay the effect of lactic acid bacteria on the developmental duration 
of fruit flies, and to further exploit their molecular mechanisms of growth stimulation of fruit flies. 
[Methods] Lactic acid bacteria were isolated from D. melanogaster using lactic acidic bacteria-selective 
medium MRS and identified by Gram staining, biochemical and 16S rRNA gene techniques. The 
symbiotic relationship was assayed by in vivo colonization and generation transfer experiments. The growth 
promoting effect of lactic acid bacteria on D. melanogaster was assessed in germ-free and gnotobiotic 
model. The expression levels of prothoracicotropic hormone gene ( PTTH) and insulin-like receptor gene 


(InR) were examined using real-time PCR. The glucose concentration in haemolymph was examined 
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促进 消化 、 合 成 维生素 与 短 链 脂肪 酸 、 刺 激 免 疫 发 
育 \ 调 节 脂 质 人 代谢、 调控 基 因 表 达 等 (Harmsen and ”TOR) 信 号 通路 促进 果 晶 生长 发 育 (Storelli et 
Goffau, 2016) 。 最 新 研究 表明 ,上 肠 道 微生物 群 宁 乱 。 2011)。 果 蝇 肠 道 微生物 可 通过 胰岛 素 信 号 通路 促 
还 与 人 类 多 种 疾病 相关 ,如 肥胖 症 和 糖尿 病 , 其 至 精 AREKEA (Shin et al., 2011)。InR 基因 属于 
神 性 疾病 (Baothman et al., 2016; Campos et al., 胰岛 素 信 号 通路 的 负 调 控 基 因 , 即 胰岛 素 信号 通 
2016)。 肠 道 微生物 对 宿主 的 生理 病理 作用 已 成 为 。 路 活性 越 高 InR 基因 表达 量 越 低 (Storelli et 
2011)。 但 是 乳酸 菌 的 类 种 之 多 ,不 同 的 菌株 特性 
黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 作为 研究 宿 。 不 完全 相同 , 其 影响 宿主 的 信号 通路 也 不 完全 
主 -共生 菌 (或 病原 菌 ) 相互 作用 的 模型 在 此 研究 领 ” 相同 。 
域 得 到 广泛 应 用 (Douglas, 2011) 。 野 生 果 晶 在 自 本 研究 利用 乳酸 杆菌 特异 培养 基 MRS 从 野生 
然 界 普遍 存在 ,主要 以 腐烂 水 果 为 食 ,不 可 避免 地 接 
触 大 量 的 发 酵 微生物 ,可 形成 常规 饲养 (conventional FLIT Lactobacillus plantarum ,并 证 实 该 菌株 可 
reared, CR) 模式 。 有 人 研究 表明 ,野生 和 实验 室 饲养 。 ” 腹 果 蝇 肠 道内 定植 ,激活 胰岛 素 信 号 通路 ,提高 
的 果 蝇 体内 共同 含有 20 多 种 微生物 ,主要 为 乳 杆 菌 。 果 蝇 生 长 速率 而 促进 果 蝇 生长 发 育 。 研 究 结果 
属 Lactobacillus 和 醋酸 杆菌 属 4cetobgacter。 若 将 果 蝇 ”一步 探 讨 乳酸 菌 对 果 蝇 促 生 长 的 分 子 机 制 提 供 
12 h 内 产 的 卵 经 过 消毒 去 除 体 表 微生物 后 ,可 成 为 。 依据 。 

无 菌 卵 ,经 无 菌 条 件 培养 形成 无 菌 (germ-free，GF ) 

体系 (Brummel et al., 2004) 。 在 无 菌 果 蝇 中 加 入 一 1 材料 与 方法 

种 已 知 菌 可 建立 秋生 模型 ( gnobobiotic model) ,用 于 


近年 来 国内 外 研究 的 热点 。 





using commercial kit with spetrometry. [Results] The isolated bacterium from D. melanogaster was 
identified as Lactobacillus plantarum strain FY1 (GenBank accesson no. : KY038178), which could 
colonize in the guts of flies with a mount of 104 CFU/gut and be transferred from the parental generation 
to their offspring. L. plantarum FY1 decreased the pH value of culture media to 5.2 in vitro, and 
shortened the egg-to-puparium duration of D. melanogaster from 20. 0 d to 6.9 d and the egg-to-adult 
duration from 30. 0 d to 10. 7 d, respectively, resulting in 2-fold growth rate of flies compared with that of 
germ-free siblings. Real-time PCR result revealed that L. plantarum FY1 significantly stimulated the 
expression peak of PTTH gene in advance, while decreased the expression level of /nR gene in D. 
melanogaster, and reduced the glucose concentration in haemolymph from 5. 1 mg/mL to 2. 7 mg/mL. 
[ Conclusion] L. plantarum is a type of commensal bacteria of D. melanogaster, and might promote the 
growth and development of the host via insulin signal pathway. 

Key words: Lactobacillus plantarum; | Drosophila | melanogaster; commensal bacteria; in vivo 


colonization; gut 





肠 道 微生物 群 具有 许多 重要 的 生理 功能 ,包括 。 影响 及 相应 的 信号 通路 也 不 完全 相同 。 有 报道 称 植 










































































































































































物 乳 杆菌 可 通过 雷 帕 霉 素 靶 (target of rapamycin, 


al., 


al., 





黑 腹 果 晶 肠 道内 分 离 到 一 株 乳 酸 苗 ,经 鉴定 为 植物 





在 黑 
黑 腹 
为 进 
理论 


研究 特定 单 株 菌 对 果 晶 生长 发 育 的 影响 。 1.1 REMA 
乳酸 菌 在 自然 界 分 布 广泛 ,从 低 等 节 胶 动物 到 本 研究 选用 黑 腹 果 蝇 D. melanogaster. 品系 








鸟 类 、 鱼 类 、 人 类 等 均 有 分 布 (Vinogradov et al, — Oregon R 作为 实验 材料 。 














2016; Garcia-Mazcorro et al., 2017)。 乳 酸 菌 可 分 为 1.2 ”试剂 与 仪器 
FLIT A JE Lactobacillus 、 链 球菌 属 Streptococeus 、 明 珠 
WE Leuconostoc 、 双 歧 杆 菌 Bifidobacterium 和 片 球菌 
属 Pediococeus 5 个 属 ,乳酸 杆菌 属 包括 25 个 种 , 链 1800) ; 醇 母 ( 安 琪 ) ;培养 箱 ( 恒 丰 , WS-01Y) ;低温 
球菌 属 包括 35 个 种 , 明 串 珠 菌 属 包括 7 个 种 , 双 歧 ”高 转速 离心 机 (上 海 力 申 , Neofuge 13R) ; 显微镜 
杆菌 属 包 括 28 个 种 , 片 球菌 属 包括 8 个 种 ,说 明 乳 (Leical, DM4000) ;葡萄 糖 测 定 试剂 盒 ( 上 海 荣 威 有 
酸 阔 具有 多 态 性 。 动 物 中 存在 的 乳酸 菌 具有 很 高 的 。 限 公司 ); 反 转录 试剂 盒 ( Invitrogen ) ; RT-PCR 试剂 
保守 性 ,但 不 同 的 菌株 特性 不 完全 相同 ,其 对 宿主 的 。 E (TaKaRa) ; Trizol ( Invitrogen) ;实时 定量 PC 







































































基因 扩 增 仪 (Thermo，PFX2) ; Walch 消毒 液 ( 广 
MRK) S KARE (Sigma) ;分 光 光 度 仪 ( 岛 津 ,UV- 
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水 清洗 2 次 ,研磨 注入 无 菌 体系 即 可 ,又 称 为 CR 果 
晶 (conventionally reared flies) ; (2 ) 植 物 乳 杆菌 悉 生 
































将 果 晶 饲养 在 培养 箱 内 (温度 25%C , 相对 湿度 
50% ~60% , 光 周 期 12L: 12D) 。 无 特殊 说 明 , 果 晶 
饲养 常用 培养 基 配 方 (L) :和 葡萄糖 63. 2 g, 酵母 粉 
24.0 g, J 13.0 g, JEI 31.6 g, CaCl, 0. 83 g, 
玉米 粉 77.7 g， 防 腐 剂 ( 酒石酸 钾 钠 8. 8 g、 尼 泊 金 
丁 酯 14.7 mL) ( Guo et al., 2014) 。 

1.4 乳酸 菌 分 离 与 鉴定 

将 带 规 饲 养 果 蝇 麻 醉 后 , 取 8 头 置 于 EP 管 中 ， 
7596 乙醇 消毒 2 次 ,PBS 清洗 2 次 ,研磨 , 取 100 pL 
涂 板 ,37Y 培养 24 h , 挑 独立 菌落 置 液体 培养 基 中 培 
养 24 h, 

热 裂解 法 提取 菌 液 DNA ,选用 细菌 16S rRNA 
基因 通用 引物 进行 PCR 反应 。 所 用 引物 :F: 5"- 
AAAGATGGCATCATCATTCAAC-3'fl R: 5'-TACCG 
TCATTATCTTCCCCAAA-3' (X4, 2007), PCR 
扩 增 反应 条 件 :95 C 10 min; 94C 10 s, 56%C 15 s, 
72'C 80 s, 25 个 循环 ;72%C 10 min, 48 pL PCR 反 
应 体系 : 100 mmol/L dNTP 3 pL, 10 x buffter 5 uL, 
5 U/uL Taq 酶 1 uL, 200 pmol/L 上 下 游 引 物 各 1 
pL, 模板 DNA 0.2 ug, DNase Free Water 32 uL, 
PCR 反应 后 测序 (上 海 生 工 ) ,提交 序列 并 命名 。 将 
测序 结果 经 Pubmed 网 站 中 GenBank 比 对 后 , 找 出 
与 该 菌 最 相似 序列 及 名 称 。MECA 6.0 软件 的 邻接 
1A ( Neighbour-Joining) 分 析 该 菌 与 其 他 菌 的 同 源 性 ， 
构建 系统 进化 树 。 

1.5 乳酸 菌 体外 培养 

将 分 离 到 的 植物 乳酸 菌 按 2.5% 比例 注入 含有 
0.25% 的 葡萄 糖 的 MRS 液体 培养 基 中 (Guo et al., 
2014) ,37% 培养 箱 培养 ,分 别 取 0,， 2, 4, 6, 8,10 
和 12 h 苗 液 检测 其 OD 和 pH。 

1.6 无 菌 果 蝇 体系 和 悉 生 果 蝇 体系 的 建立 

1.6.1 无 菌 体系 :用 酵母 膏 育 肥 果 蝇 , 收 集 6~8 h 
内 的 果 蝇 胚胎 ,无 菌 水 清洗 胚胎 表面 , Walch 
(Walch: 无 菌 水 ,1:30, v/v) 消毒 3 次 ,1 min/ 次 ,次 
氛 酸 钠 (次 氧 酸 钠 :水 ,1:1, vAv) 消 毒 1 次 ,1 min/ 次 ， 
1 000 r/min 离心 1 min,75% 乙醇 消毒 2 次 ,1 min/ 次 ， 
PBST( PBS + Triton X-100, 0.01% ) 清洗 2 次 后 ,将 
无 菌 胚 胎 转 置 无 菌 培养 基 中 , 即 可 建立 无 菌 果 蝇 
(germ-free, GF) 。 在 无 菌 体系 的 基础 上 加 入 单 株 细 
菌 或 者 多 种 菌 ,为 悉 生 果 蝇 体系 。 

1.6.2. 悉 生 体系 :(1) 混 合 菌 悉 生 果 量 处 理 方法 : 
将 普通 饲养 的 果 晶 成 虫 用 75% 乙醇 消毒 表面 ,无 菌 



























































































































































果 蝇 处 理 方法 :将 复苏 后 培养 24 h 的 植物 乳 杆 菌 的 
菌 液 4 000 r/min 离心 2 min, 弃 上 清 ,加 入 PBS 悬浮 
后 离心 , 弃 去 上 清 ,将 离心 后 的 菌 液 加 入 1.6.1 节 无 
菌 果 蝇 体系 即 可 创建 植物 乳 杆 菌 悉 生 果 晶 
(Lactobacillus reared flies) 。 

1.6.3 验证 无 菌 体系 :收集 果 晶 6 -8 h 的 胚胎 , 严 
格 消毒 后 取 100 uL 胚胎 研磨 , 涂 NA 板 ( Guo et al., 
2014) ,然后 24 h 培养 观察 无 菌落 生长 便 可 判断 GF 
果 晶 创建 成 功 。 如 有 菌落 生成 ,说 明 消毒 不 彻底 , 弃 
去 此 批 果 晶 , 重 新 收集 和 消毒 胚 胎 。 

1.7 植物 乳 杆菌 在 果 晶 体内 的 定植 和 世代 传递 
1.7.1 体内 定植 : 产 卵 后 0 -6 d 分 别 取 1 -3 龄 果 
蝇 幼 虫 6 -8 d HUMKO -39 d 取 成 虫 羽 化 1, 4, 12 
和 27 d 的 植物 乳 杆 菌 悉 生 有 果 蝇 各 5 头 , 用 75% 乙醇 
消毒 2 次 , PBS Ut 2 次 后 , 研 麻 ,梯度 稀释 涂 板 
(MRS) , 置 37% 温 箱 48 h 培养 ,观察 并 计数 菌落 生 
长 情况 ,单位 为 CFU/gut。 在 果 蝇 相应 生长 阶段 分 
别 取 其 酵母 培养 基 1 g, 稀 释 涂 板 , 置 37% 温 箱 24 h 
培养 ,观察 并 计数 菌落 生长 情况 ,单位 为 CFU/g。 酵 
母 培 养 基 配 方 : 玉 米粉 0.7 g/L, WR O. 96 g/L, BRE 
0. 15 g/L, F} 0. 4 g/L。 

1.7.2. 世代 传递 :将 植物 乳 杆 菌 悉 生 的 果 蝇 成 虫 ， 
经 严格 无 菌 操作 转 至 无 菌 的 酵母 培养 基 中 ( 同 
1.7.1 F) ,使 其 产 卵 后 弃 去 , 卵 生成 肾 后 ,75% 乙醇 
消毒 2 次 ,PBS 清洗 2 次 后 转 至 无 菌 培养 基 中 , 肾 羽 
化 成 虫 后 产 卵 并 将 成 虫 弃 去 , 待 卵 长 成 3 龄 幼虫 、 
晴 、 成 虫 时 分 别 涂 板 计数 菌落 生长 情况 ,单位 为 
CFU/ gut, 

1.8 果 蝇 发 育 历 期 和 生长 速率 测定 

1.8.1 发 育 历 期 :记录 0.1% ,0.3% 和 0.5% (ik 
EAA ) 酪 蛋白 培养 基 中 CR GF 和 植物 乳 杆 菌 悉 
生 果 蝇 成 晴 和 羽化 成 虫 的 数量 ,分 别 记 录 师 形成 和 
羽化 出 现时 间 ,每 个 小 管 至 少 以 20 头 为 基准 。 了 = 
(T, x N, +T, Xx N, ++ T,.xN,)/(N, +N +++ 
Na) ,其 中 7 了 表示 对 应 阶段 发 育 历 期 ,7 表示 从 产 
卵 后 到 对 应 阶段 需要 天 数 ,NN,, 表示 第 T, 天 形成 对 
应 阶段 果 蝇 的 数目 。3 种 浓度 酪 蛋白 培养 基 对 应 的 
配方 :其 糖 :0.5 g/L, 玉 米粉 0.7 g/L, RIK O. 1 g/L, 
酷 蛋 白 分 别 为 0.01 g/L, 0.03 g/L 和 0.05 g/L, 
1.8.2 生长 速率 :分 别 取 0.25% , 0.5% F 1% (F 
母 % ) 酵 母 培养 基 中 的 GF, CR 和 植物 乳 杆 菌 悉 生 
(0 d 幼虫 至 晴 形 成 ) 果 晶 10 3k, 置 载 玻 片 上 ， 
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-20% 冰箱 1h 后 显微镜 拍片 , mageJ 软件 测量 其 
面积 。3 种 浓度 酵母 培养 基 对 应 的 配方 :玉米 粉 0.7 
g/L, REWE 0.96 g/L, BHG 0. 15 g/L, 酵 母 分 别 为 
0.025 g/L, 0.05 g/L 和 0. 1 g/L, 

1.9 ”葡萄糖 浓度 测定 与 实时 定量 PCR 

1.9.1 葡萄 糖 浓 度 测定 :分 别 取 4% 酵母 培养 基 ( 同 
1.7.1 节 ) 中 的 3 di CR GF 和 植物 乳 杆 菌 悉 生 果 蝇 幼 
虫 50 头 , 无 菌 水 清洗 3 遍 , 人 研磨 后 取 血 淋巴 液 2 工 ,用 
葡萄 糖 试剂 盒 内 方法 处 理 , 然 后 用 分 光 光 度 计 测 量 其 
波长 为 505 nm 吸光 度 值 ,测定 葡萄 糖 浓 度 (mg/mL) o 
1.9.2 实时 定量 PCR :分 别 取 产 卵 后 5 d 幼虫 至 成 




















次 数 n>3。 
1.10 数据 统计 分 析 

全 部 实验 生物 学 重复 3 次 ,各 个 数据 得 均值 和 
标准 误 , 用 SPSS13. 0 软件 ,使 用 i 检验 (Student t- 
test) 分 析 。 


结果 
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2.1 乳酸 菌 分 离 与 鉴定 
利用 MRS 培养 基 , 从 常规 饲养 黑 腹 有 果 蝇 肠 道 
中 分 离 到 一 株 细菌 。 该 菌 为 革 兰 染色 阳性 , 杆 状 




















IAY CR, GF 和 植物 乳 杆 菌 悉 生 果 晶 20 A, HOCH 
水 清洗 体 表 , 置 EP 管 中 , 液 所 速冻 提取 RNA , 反 转 
录 成 cDNA。 以 核糖 体 蛋 白 49 基因 (ribosomal 
protein 49 gene, rp49) (Storelli et al., 2011) 作为 内 参 基 
(引物 下 : 5'-GACGCTTCAAGGGACAGTATCTG-3'; 
R: 5'-AAACGCGGTTCAGCATGA 3^) ;用 引物 (上 : 5"- 
CACTCCACATCCCACAGAGATGGCGATGG-3'; R: 5'- 
CCACGAGCTCATTCGTA ACTTTGC-3 ^) 检测 促 前 胸 
腺 激素 基 ( prothoracicotropic hormone gene, 
PTTH) ( Garelli et al., 2012) 表达 水 平 ,用 引物 (下 : 
5'- AACAGTGGCGGATTCGGTT-3'; R; 5'-TACTCG 

GAGCATTGGAGGCAT-3) 检测 胰岛 素 样 受 体 基 
(insulin-like receptor gene, InR) (Storelli et al., 
2011) 表达 水 平 。 得 到 Ct 值 ,分 析 方 法 为 人 Ct = 
,相对 表达 量 =2-^%" ,实验 重复 
植物 乳 杆 
植物 乳 杆 


植物 乳 杆 
植物 乳 杆 














Ct 目的 基因 一 Ct 参照 基 

























































BE E 


IRER A EWE ERR HH ,该 菌株 能 有 效 
地 利用 和 葡萄糖、 乳糖、 果糖 、 荐 糖 、 麦 芽 糖 等 碳 源 ， 
极 少 利用 木 糖 、 和 区 萄 糖 酸 乙醇. 乙酸、 甘露 醇 等 左 
源 。 其 形态 和 生化 特征 与 乳酸 杆菌 属 Lactobacillus 
特征 一 致 。 
测序 结果 显示 ,16S rRNA 基因 为 1 172 bp ,经 

因 序 列 比 对 ,该 分 离 菌 株 与 Lactobacillus plantarum 
亲缘 关系 最 近 , 因此 将 其 命名 为 植物 乳 杆 菌 L. 
plantarum FY1 菌株 (GenBank 登录 号 : KY038178) ， 
JH MEGA 6. 0 软件 中 邻接 法 分 析 基 因 同 源 性 ,构建 
进化 树 ( 图 1)。 plantarum FY1 菌株 序列 与 分 离 
于 馒头 .人体 生殖 道 和 奶 酷 中 的 也 plantarum. 菌株 
同 源 性 最 高 , 同 源 性 为 99% ,说明 三 者 的 亲缘 关系 
最 近 。 然 而 与 果 蝇 共生 硝 醋 酸 杆菌 和 乳酸 杆菌 的 基 
因 序 列 无 明显 相似 度 ,说 明 亲 缘 关 系 较 远 。 







































































WLactobacillus plantarum FY1 ( KY038178 ) 
WiLactobacillus plantarum IMAU 10247 ( GU138575 ) 
Lactobacillus plantarum ZDY 36a ( EUS59596 ) 
Lactobacillus plantarum. FHS2 ( KF307785 ) 


乳酸 杆菌 Lactobacillus zeae ATCC 393 ( AF429587 ) 
醋酸 杆菌 4cetobacter ICM 25330 ( B936624 ) 














图 1 
Phylogenetic tree of Lactobacillus plantarum FY1 and its relatives (neighbour-joining method ) 
标尺 示 序 列 差异 的 分 支 长 度 ; 括号 内 为 GenBank 数据 库 的 登录 号 。Scale bar indicates nucleotide divergence. GenBank accession numbers are in 


parentheses. 


AFTA 











Fig. 1 





2.2 植物 乳 杆 菌 的 体外 培养 

植物 乳 杆 菌 FYL 在 含有 0. 25% 葡萄 糖 的 MRS 
液体 培养 基 中 生长 迅速 ,在 2 -8 h 为 对 数 生 长 期 
(图 2: A), 在 8h 时 ,0D =1.1+0.1, 接 近 顶 峰 , 随 
后 略 有 降低 。 培 养 基 pH 值 在 菌 培养 2 h 之 后 开始 
持续 降低 (图 2: B) ,最 低 至 5.2 + 上 0.1, 植 物 乳 杆菌 
FY1 是 一 种 典型 的 乳酸 杆菌 ,其 在 肠 道内 也 可 降低 
pH 值 ,维持 其 酸性 环境 。 














FY1 与 相关 细 


菌 的 系统 进化 树 ( 邻接 法 ) 





2.3 植物 乳 杆 菌 在 果 蝇 体内 的 定植 

图 3(A) 显 示 , 黑 腹 果 蝇 1 -3 龄 幼虫 (生长 第 2- 
5 天 ) 上 肠 道 载 菌 量 分 别 为 1.8 x104, 4.7 x 10 和 
3.6 x 10* CFU/gut, 处 于 肾 期 果 蝇 (生长 第 8 X 
菌 量 为 4.1 x 10* CFU/gut, 说 明 植 物 乳 杆 菌 可 以 定 
植 在 果 蝇 幼虫 期 和 肾 期 。 羽 化 后 第 1, 4, 12 和 27 
天 ( 果 蝇 产 卵 后 第 11, 14, 22 和 37 天 ) , 果 晶 肠 道 
菌 量 分 别 为 5.1 x10”, 2.5x10*5, 6.6x10°, 2.2x 
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10° CFU/gut ,说 明 植物 乳 杆 菌 FY1 也 可 以 有 效 地 定 
植 于 果 晶 成 虫 肠 道内 。 同 时 ,FY1 在 果 蝇 培养 的 第 
5 天 (图 3: B) , 果 晶 1 -3 龄 幼虫 期 培养 基 中 的 菌 量 
4:323 8.6 x 105, 1.6 x 10* 和 6.4 x 10* CFU/g, 1 
期 时 的 培养 基 菌 量 略 减少 ,为 6.7 x 107 CFU/g, I 
虫 羽化 后 第 4 天 的 培养 基 菌 量 高 约 1.3 x 10* CFU/ 
g, 随 后 成 虫 羽 化 后 第 12 和 27 天 ,培养 基 中 的 菌 量 


A 
1 


1 














1.0 


0 2 4 6 8 10 12 14 
培养 时 间 Culture time (h) 





分 别 为 1.0 x 10* 和 7.4 x10* CFU/g, 说 明 植物 乳 杆 
菌 可 稳定 在 培养 基 中 增殖 和 长 期 存在 。 图 3(C) 显 
示 ,在 子 代 果 晶 3 龄 幼虫 期 . 师 期 、 成 虫 期 的 载 菌 量 
均 在 10° X 10° CFU/gut 左右 ,说 明 植 物 乳 杆菌 在 
蝇 世 代 间 有 效 传递 。 综 上 结果 ,植物 乳 杆 菌 是 
黑 腹 果 蝇 肠 道 共生 的 细菌 ,可 以 在 黑 腹 果 蝇 世代 
间 传 递 。 


B 
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Fig. 2 Growth curve (A) and pH curve (B) of Lactobacillus plantarum FY1 cultured in vitro 
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3 植物 乳 杆 菌 在 黑 腹 果 晶体 内 的 定植 


Fig. 3 Colonization in vivo of Lactobacillus plantarum FY1 in Drosophila melanogaster 
A: FE] SUFT PLE AIS ERA ARAE P3] Ay% Number of colonies of L. plantarum FY1 in different developmental stages of flies; B: 植物 乳 杆 菌 在 
果 晶 培养 基 中 的 菌落 数 Number of colonies of L. plantarum FY1 in culture medium of flies; C; 植物 乳 杆 菌 在 子 代 果 蝇 体内 的 菌落 数 Number of 

















colonies of L. plantarum FY1 in offspring of flies. 



































5 期 








李 玉 娟 等 : 植物 乳 杆 菌 促进 黑 腹 果 蝇 生 长 发 育 











549 





2.4 植物 乳 杆 菌 对 黑 腹 果 蝇 发 育 历 期 的 影响 

CR 有 果 蝇 在 适宜 条 件 下 6 d 左右 形成 晴 ,10 d £ 
右 羽 化 成 虫 。 实 验 结果 显示 ,0. 596 BEER EE d nm 
以 满足 CR 果 晶 的 发 育 需要 ,是 期 为 7.0 d, 成 虫 期 
为 10.4 d, 并 且 发 育 历 期 随 着 酪 蛋白 浓度 降低 而 略 
有 延长 。 然 而 ,无 落果 蝇 无 论 在 营养 丰富 还 是 贫乏 
条 件 下 ,生长 极为 缓慢 或 者 死亡 ,我们 将 其 成 晴 期 和 
成 虫 羽 化 期 分 别 设 定 为 20.0 d 和 30.0 d。 在 丰富 
营养 条 件 下 (0.5% BRZR F1) ,植物 乳 杆 落 悉 生来 蝇 
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图 4 ”植物 乳 杆 菌 




















6.9 d 形成 肾 ,10.7 d 羽化 成 虫 ,与 GF 比较 ,植物 乳 
杆 苦 能 挽回 无 菌 果 蝇 发 育 停 清 缺 陷 ( 已 <0.001) ,与 
CR 比较 无 差异 (P » 0.05) ,说 明 植 物 乳 杆 苗 可 以 替 
代 混 合 苗 促 进 生长 发 育 。 同 样 ,在 营养 贫乏 条 件 下 ， 
CR 果 晶 的 晴 形 成 时 间 为 8. 2 d( 图 4: A) ,成 虫 出 现 
时 间 为 12. 9 d, 植 物 乳 杆菌 悉 生 果 蝇 8. 5 d JE iuit, 
13. 0 d 羽化 成 虫 ,与 GF 果 蝇 比较 差异 显著 (P < 
0. 001) ,与 CR 果 蝇 无 差异 (P > 0. 05 ) ,说 明 植 物 乳 
杆菌 挽回 无 菌 组 果 晶 发 育 停滞 的 缺陷 。 
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FY1 对 黑 腹 果 晶 成 晴 时 间 (A) FURE REET] CB ) 的 影响 


Fig. 4 Effect of Lactobacillus plantarum FY1 on the puparium formation time ( A) 


and adult eclosion time ( B) of Drosophila melanogaster 


CR: 混合 菌 悉 生 果 蜗 Conventionally reared flies; GF; 无 菌 果 蝇 Germ free flies; L. plantarum; 植物 乳 杆 菌 悉 生 果 晶 Lactobacillus-associated flies. 
































成 晴 时 间 和 成 虫 羽 化 时 间 分 别 为 卵 到 晴 的 时 间 和 卵 到 成 虫 的 时 间 。 





puparium duration and egg-to-adult duration, respectively. Student 氏 检 验 Student’ s t test. ns; P >0.05; 











The puparium formation time an 




















adult eclosion time represent the egg-to- 


*** P «0.001. 柱 上 星 号 和 ns 表示 为 对 应 


处 理 组 与 同 组 CR 组 之 间 比 较 , 横 线 上 星 号 和 ns 表示 为 对 应 2 组 之 间 的 比较 。 图 5 和 6 同 。The asterisk and ns above bars indicate the comparison 


between treatment groups and CR, while those above horizontal line indicate the comparison between two groups. The same for Figs. 5 and 6. 


2.5 植物 乳 杆 菌 对 黑 腹 果 蝇 生长 速率 的 影响 
与 酪 蛋白 不 同 ,0.5% 酵母 -玉米 培养 基 能 够 满足 
GF 果 晶 生长 发 育 的 需要 。 因 此 ,利用 酵母 丰富 与 贫乏 
培养 基 检 测 乳酸 菌 对 果 晶 体重 和 生长 速率 的 影响 。 如 
图 5(A) 和 (B) 所 示 , 各 种 培养 基 中 CR GF 和 植物 乳 杆 
Vi FY1 悉 生 上 肉 雄 果 蝇 的 体重 均 无 显著 差异 (P 20.05), 
为 动态 地 计算 生长 速率 ,每 日 测量 果 晶 幼虫 体 表面 积 ， 
直至 果 蝇 成 晴 。 丰 富 培养 基 条 件 下 ,CR 组 .GF 组 和 植 
物 乳 杆 瑚 组 的 幼虫 体 表 面积 无 统计 意义 (图 5: C, P> 
0.05) ,说 明 三 者 果 蝇 生长 速率 无 显著 差异 。 这 种 无 差 
异 归 因 于 酵母 本 身 是 一 种 微生物 ,酵母 丰富 的 培养 基 
已 经 很 好 地 满足 GF 果 蝇 生长 发 育 的 需要 。 然 而 在 贫 
乏 培 养 基 条 件 下 , 产 卵 后 4 d 之 后 ,同日 龄 GF 组 果 昌 
幼虫 体 表面 积 均 明显 小 于 CR 和 植物 乳 杆 菌 悉 生 果 量 
(图 5: D, P<0.001) ,提示 植物 乳 杆菌 与 混合 菌 相似 ， 
均 能 显著 促进 果 蝇 的 生长 速度 。 
2.6 植物 乳 杆 菌 对 黑 腹 果 蝇 体内 激素 分 泌 的 影响 
促 前 胸腺 激素 (PTTH ) 调控 类 固 醇 激素 20-56 

































































Aij B E BI A 25, 类 固 醇 激素 20- 羟 基 虹 皮 和 省 酮 脉 
冲 式 控 制 着 在 果 蝇 从 幼虫 到 晴 的 生理 旷 变 ,因此 
PTTH 可 作为 检测 果 晶 发 育 状况 的 标志 (Carelli et 
al., 2012) 。 图 6(A) 显示 ,CR 果 蝇 在 产 卵 后 第 5 - 
6 天 PTTH 表达 量 均 很 低 , 第 7 天 出 现 表达 量 高 峰 ， 
果 晶 进入 变态 期 。 然 而 , GF 果 蝇 PTTH 在 第 12 天 
出 现 表 达 高 峰 , 比 CR 组 延迟 5 d, 提示 微生物 加 速 
PTTH 的 分 刻 。 植 物 乳 杆菌 悉 生 有 果 晶 第 7 天 出 现 表 
达 高 峰 , 与 CR 果 蝇 同时 出 现 ,并 且 相 对 表达 量 差异 
显著 (已 >0.05 ) ;与 GF 果 晶 比较 ,明显 挽救 GF 
组 P7TTH 表达 延迟 的 缺陷 (P <0.01)。 提 示 , 植 物 
乳 杆菌 FY1 可 促进 PTTH 分 泌 , 可 能 是 其 促进 果 晶 
生长 和 发 育 的 内 在 原因 之 一 。 
2.7 植物 乳 杆 菌 对 黑 腹 果 蝇 胰 岛 素 信号 通路 的 
影响 

图 6(B) 显 示 ,mR 在 CR 果 晶 产 卵 后 4-8 d 的 
表达 量 低 , GF 果 蝇 中 mR 表达 量 明 显 高 于 CR 组 
(P «0. 001) ,提示 共生 苗 乳 杆菌 FY1 可 及 时 地 激活 
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图 5 植物 乳 杆 戎 














FY1 对 黑 腹 果 晶 生长 速率 的 影响 





Fig. 5 Effect of Lactobacillus plantarum on the growth rate of Drosophila melanogaster 
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3 龄 幼虫 3rd instar larva 


InR(B) 相 对 表达 量 以 及 葡萄 糖 含量 (C) 的 影响 
on the relative expression levels of PTTH ( A) 











图 6 植物 乳 杆菌 FYL 对 黑 腹 果 蝇 PTTH ( A) 和 
Fig. 6 Effects of Lactobacillus plantarum FY1 























and /nR (B) and the glucose level ( C) in Drosophila melanogaster 























因 表 达 量 以 rp49 的 表达 量 为 基准 。The expression levels of PTTH and InR were normalized to that of rp49. 


丰富 营养 (1% BERE) Rich diet (196 yeast); 贫乏 营养 (0. 5% 酵母 ) Poor 
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果 晶 胰岛 素 信和 号 通路 。GF 果 蝇 在 产 卵 后 第 9 - 12 
天 InR 表达 量 逐 渐 降 低 , 说 明 GF 果 蝇 胰岛 素 信 和 号 
在 此 时 间 段 才 被 激活 , 较 CR 果 蝇 时 间 明 显 滞后 。 
植物 乳 杆菌 悉 生 果 蝇 中 InR 表达 量 在 产 卵 后 4 d 略 
高 ,4 d 后 表达 量 持续 较 低 ,虽然 在 第 8 天 相 比 CR 
ARS InR 表达 量 更 低 (P «0. 001) ,说 明 植物 乳 杆 菌 
FY1 可 提前 激活 果 蝇 胰岛 素 信号 通路 。 胰 岛 素 可 降 
低 机 体 血 糖水 平 , 因 此 果 蝇 体内 葡萄 糖 浓度 反映 胰 
岛 素 信 和 号 通路 活性 。 如 图 6(C) 所 示 , 果 蝇 3 龄 幼虫 
( 产 卵 后 7 d), CR 果 晶 体内 葡萄 糖 浓 度 (2.8 mg/ 
mL) 显著 地 低 于 GF RH (5.1 mg/mL, P < 
0.001) 。 并 且 植 物 乳 杆菌 FY1 悉 生 果 晶 葡萄 浓度 
(2.7 mg/mL) TEIR F GF 果 晶 组 (PP «0. 001) ,说 
明 植 物 乳 杆菌 和 混合 苗 均 可 以 增加 果 蝇 胰岛素 
活性 。 































































































3 讨论 


本 研究 分 离 到 一 株 植 物 乳 杆菌 L plantarum 
FY1 ,利用 黑 腹 果 晶 模型 研究 植物 乳 杆 菌 对 宿主 的 
功能 。 此 苗 株 可 以 有 效 定植 在 黑 腹 果 晶 肠 道中 ,并 
能 将 杂 代 果 蝇 体内 的 戎 传 给 子 代 , 提示 了 植物 乳 杆 
菌 是 黑 腹 果 晶 的 一 种 共生 菌 。 在 机 体 水 平 上 ,植物 
乳 杆 戎 增加 果 蝇 生长 速率 促进 果 晶 生长 ,加快 果 晶 
































生 素 ,具有 维持 肠 道 内 菌 群 平衡 \ 提 高 机 体 免 疫 力 和 
促进 营养 物质 吸收 等 多 种 功能 (Li etal., 2016). 15 
主体 内 微生物 通过 消化 酶 的 供应 ,降解 难以 消化 营 
养 物 质 (例如 纤维 素 和 木质 素 ) ,有 利于 宿主 消化 和 
吸收 (Bouchon et al., 2016) 。 微 生物 可 以 挽救 和 宿主 
在 营养 条 件 匮乏 情况 下 造成 的 有 重 白质 特异 的 营养 不 
良 , 恢 复 宿 主体 重 、 有 蛋白质. 丙 三 醇和 ATP. 水 平 
( Yamada et al., 2015) 。 植 物 乳 杆菌 通过 促进 肠 肽 
酶 的 表达 ,从 而 增加 上 肠 道 蛋白 水 解 酶 的 活性 ,提高 蛋 
白质 的 消化 ,增加 宿主 氨基 酸 水 平 并 促 宿 主 发 育 
( Douglas et al., 2011; Erkosar et al., 2015) ,尤其 是 
在 营养 条 件 匮乏 时 效果 更 明显 ,并 能 替代 共生 菌 的 
作用 (图 4) 。 植 物 乳 杆菌 调控 果 晶体 内 生长 激素 水 
平 , 可 诱导 果 蝇 PTTH 的 表达 ,促进 脑 促 前 胸腺 激素 
分 泌 , 进 而 促进 果 蝇 关键 生长 期 的 生理 变态 (图 6: 
A) ,从 而 增加 生长 速率 (图 5: C, D) ,促进 果 蝇 生长 
发 育 。 

胰岛 素 信号 调节 和 葡 欧 糖 摄取 和 利用 ,从 而 动态 
调控 着 许多 蛋白质 转录 和 翻译 ,促进 细胞 分 裂 增殖 ， 
调控 机 体 发 育 、 生 长 和 代谢 全 过 程 (Wei et al., 
2016)。 本 研究 发 现 (图 6: B, C) ,植物 乳 杆 戎 可 激 
活 胰岛 素 信号 通路 ,并 能 维持 果 蝇 体内 较 高 的 活性 ， 
保持 果 晶 体内 生理 内 环境 稳 态 ,促进 果 蝇 生长 发 育 。 
然而 ,本 实验 室 并 未 发 现 植物 乳 杆 菌 通 过 TOR. 信号 





























































































































成 肾 及 成 虫 羽 化 速度 。 在 分 子 水 平 上 ,植物 乳 杆 落 
促进 果 晶 体内 晓 皮 激素 的 分 泌 , 加 快 使 果 晶 的 幼虫 
旷 变 成 晴 , 促 进 了 果 蝇 的 生长 发 育 。 

乳酸 杆菌 的 存在 环境 具有 多 样 性 , 常 存 在 奶 制 









































通路 而 促进 果 蝇 发 育 ,与 已 有 报道 (Storelli et al., 
2011) 有 一 定 差异 。 可 能 由 于 菌株 间 的 基因 组 差异 
造成 的 , 即 不 同 菌株 编码 着 不 同 基 因 产 物 ,从 而 刺激 
答 主 不 同 信号 通路 ( Angelis et al., 2016)。 胰 岛 素 





























品 、 肉 、 蔬 荣 、 植 物 发 酵 制 品 和 人 的 口腔 、 肠 道 , 并 在 
世界 各 地 果 蝇 肠 道 均 发 现 乳 酸 杆 菌 (Chandler et al., 
2011) 。 这 种 很 强 的 生态 学 适应 性 归 因 于 乳酸 戎 属 
具有 巨大 基因 组 ,可 编码 众多 的 蛋白 ,参与 调控 基因 
表达 、 转 运 和 分 泌 胞 外 蛋白 ,这 些 特征 对 一 个 特定 物 
种 的 生态 学 和 进化 的 成 功 是 必 不 可 少 的 
( Kleerebezem et al., 2012)。 研 究 表明 ,植物 乳 杆 菌 
有 能 力 定植 在 果 蝇 肠 道 ,并 且 能 垂直 传递 其 子 代 
(图 3) ,提示 植物 乳 杆 苗 与 宿主 共生 , 这 个 能 力 最 可 
能 源 自 这 个 菌 种 较 强 的 适应 性 和 功能 多 样 性 。 植 物 
乳 杆菌 能 发 酵 兢 水 化 合 物产 生 酸 性 物质 , 产 酸 能 

强 ,维持 果 晶 肠 道 低 pH 环境 ,可 抑制 病原 微生物 的 
生长 繁殖 ,维持 机 体 肠 道内 环境 稳 态 (图 2: B). fü 
物 乳 杆菌 分 解 蛋 白质 ,使 其 被 分 解 成 肽 和 氨基 酸 , 分 
解 脂肪 成 三 丁 酸 甘油 酯 ,代谢 产物 更 益 于 宿主 吸收 
利用 。 植 物 乳 杆 菌 还 可 产生 对 机 体 有 益 的 B 族 维 






























































信号 通路 与 果 蝇 体内 的 脑 促 前 胸腺 激素 PTTH 密切 
关联 ,两 者 协同 加 速 了 果 蝇 关键 期 生理 的 虹 变 ,从 而 
促进 了 果 蝇 生长 发 育 。 本 研究 还 证 明了 果 蝇 微生物 
赋予 它们 宿主 最 佳 适 应 环境 的 能 力 , 这 种 有 益 的 作 
用 从 一 代 传 递 了 下 一 代 , 实现 果 晶 与 植物 乳 杆菌 在 
自然 界 里 协同 进化 。 
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